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0 Arzneimittei zur Behandlung der Sepsis und des septischen Schocks. 



0 Die Erfindung betrifft ein Zweikomponenten-System fUr die Behandlung und Prophylaxe der Sepsis und des 
septischen Schocks, wobel die Komponenten bestimmt sind, In Kombination miteinander zu wirken, ein 
Arzneimittei sowie eine Verpackungseinheit enthaltend beide Komponenten sowie ein Verfahren zu ihrer 
Herstellung. 
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Die Erfindung betrlfft ein Zweikomponenten-System fur die Behandlung und Prophylaxe der Sepsis und 
des septischen Schocks, wobei die Komponenten bestimmt sind, in Kombination miteinander zu wirken, ein 
Arzneimittel sowie eine Verpackungseinheit enthaltend beide Komponenten sowie ein Verfahren zu ihrer 
Herstellung. 

5 Trotz des Fortschrittes in der Antibiotika-Therapie 1st die bakterielle Sepsis ein zentrales Problem in der 
Intensivmedizin. und die Mortalitat Im septischen Schock ist mit 50 - 70 % nach wie vor unakzeptabel hoch. 

Speziell gramnegative Bakterien sind im septischen Krankengut nachgewiesen worden; als Infektions- 
quelle kommt der Magen-Darm-Trakt. die ableitenden Harnwege, der Respirationstrakt, sowie infizierte 
Wunden und Verbrennungen in Frage. 

10 Nach der Freisetzung von Endotoxinen (Lipopolysaccharid, LPS) aus der Bakterienzellwand gramnegati- 
ver Bakterien kommt es zu einer Bindung von LPS an das " Li popoly saccharide Binding Protein (LPB), der 
LPS/LPB Komplex bindet uber den CD14-Re-zeptor an Makrophagen. Die so stimullerten Makrophagen 
sezernieren Zytokine wie u. a. TNFo, Interleukin-1 und Interleukin-6. Durch diese Mediatoren werden 
Granulozyten aktiviert und das Endothel von einem antikoagulatorischen Zustand in einen prokoagulatori- 
15 schen Zustand uberfuhrt. Durch die Expression von Thromboplastin wird der extrinsische Weg der 
Gerinnung uber die Bildung eines Faktor VI I/Thromboplastin Komplexes aktiviert. Es resultiert eine Aktivie- 
rung des Prothrombinase-Komplexes und damit eine Umwandlung von inaktivem Prothrombin in enzyma- 
tisch aktives Thrombin (Faktor lla). Durch die Spaltung von Fibrinogen in Rbrin resultiert die Bildung von 
Mikrothromben (disseminierte intravasale Coagulopathie, DIG) im Endstrombett. Die verminderte Durchblu- 
20 tung fuhrt zu einer Sauerstoffunterversorgung und damit zu Organdy sfunktionen (multiples Organversagen). 
Auf der anderen Seite kann LPS direkt den Faktor XII (Hagemann Faktor) durch die Kontaktaktivierung des 
Intrinsischen Gerinnungssystems und somit auch das Kallikreln/Kinin System sowie das Komplement- 
system aktivieren. Die Bildung von Bradykinin bewirkt einen Abfall des Blutdruckes und tragt somit 
ebenfalls zur Ausbildung des septischen Schocks bei. 

25 Es ist bekannt, zur Therapie der Sepsis Antikorper gegen LPS sowie Antikorper, Antagonisten Oder 
losliche Rezeptoren gegen TNF Oder Interleukin-1 einzusetzen. 

Thrombin ist die zentrale Protease des Gerinnungssystems. durch ihre Inaktivierung kann die Bildung 
von Mikrothromben unterdruckt werden. 

Antithrombin III ist der physiologische Inhibitor des Thrombins, das Protein mit einem Molekulargewicht 
30 von 58 kD kann aus menschlichem Plasma isollert werden. Antithrombin III reagiert in einem stochiometri- 
schen Verhaltnis mit Thrombin, die Geschwindigkeit der Reaktion wird durch sulfatierte Polysaccharide, 
speziell Heparin, stark erhoht. 

In der Sepsis und im septischen Schock wird ein starker Abfall der Plasmaspiegel von aktivem 
Antithrombin III beobachtet. was einerseits auf einen erhohten Verbrauch (Bildung eines Thrombin- 
35 Antithrombin Komplexes). andererseits auf eine proteolytische Degradation durch Serin-Proteasen, speziell 
durch Elastase, die aus polymorphkernigen Granulozyten sezerniert wird, schlieBen laBt. 

Es ist bekannt, daB die Substitution von Antithrombin 111 bei der Sepsis eingesetzt werden kann (B. 
Blauhut et al., Thromb. Res. 39, 81-89, 1985). 

Ein weiterer, hochspezifischer Inhibitor des Thrombins stellt Hirudin dar. FUr Hirudin wurde ebenfalls 
40 Wirksamkeit in der experimentellen Sepsis gezeigt (H. Hoffmann et al.. Am. Rev. Respir. Dis. 142, 782-788, 
1990). 

Es war gefunden worden, daB beide Verbindungen die Sepsis-bedingte Mortalitatsrate verringerten und 
die Uberlebenszeit verlangerten. 

Es wurde nun Uberraschenderweise gefunden, daB sich die antithrombotische Therapie der Sepsis 
45 durch die Kombination mit Substanzen, welche nicht auf das Gerinnungssystem wirken. verbessern laBt. 
und daB diese Kombination zu einer weiteren Reduktion der Mortalitat in der Sepsis und im septischen 
Schock fOhrt. 

Als Thrombininhibitoren sind beispielsweise geeignet aus Humanplasma Oder gentechnisch hergestell- 
tes Antithrombin III (AT III) sowie Mutanten mit thrombi ninhibierender Aktivitat, naturliches Oder gentech- 
50 nisch hergestelltes Hirudin sowie Mutanten des Hirudin mit thrombin-inhibierender AktivitSt Oder syntheti- 
sche Thrombininhibitoren. das heiBt. chemisch hergestellte Substanzen. die durch Ihre thrombin-inhibieren- 
de Wirkungen gekennzeichnet sind. 

Als Kombination mit einem antithromboti schen Prinzip sind Substanzen geeignet. welche die Bildung. 
die Freisetzung. die Plasma- und Gewebsspiegel sowie die Rezeptorbindung von Zytokinen beeinflussen 
55 sowie Inhibitoren des Komplements und des Kallikrein/Kinin-Systems. 

Geeignete Substanzen sind Inhibitoren, Antagonisten Oder losliche Rezeptoren von Zytokinen oder 
Antagonisten von Zytokin-Rezeptoren. vorzugsweise der Zytokine TNF (Tumor Necrosis Factor) und IL-1, 
Oder die Fusionsproteine dieser Substanzen mit einem Fc-Teil eines Antikorpers. 
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Als Zytokin-lnhibitoren und Zytokin-Rezeptoren Oder -Antagonisten sInd beispielsweise geeignet Sub- 
stanzen, die die biologische Wirksamkeit von Interleukinl unterdrQcken, beispielsweise gentechnisch herge- 
stellter loslicher IL-1 -Rezeptor, gentechnisch hergestellter IL-1-Rezeptor Oder ein Fc-Fusionsprotein, das IL- 
1-Rezeptor enthalt. Antagonisten des IL-1. d. h. IL-1-ahnliche Polypeptide, die an den Rezeptor binden. 
5 aber kein Signal auslosen. Substanzen, die die biologische Wirksamkeit vom Tumor-Nekrose-Faktor (TNF) 
unterdrOcken, beispielsweise gentechnisch hergestellter loslicher TNF-Rezeptor. gentechnisch hergestelltes 
TNF-Rezeptor Oder ein Fc-Fusionsprotein, das TNF-Rezeptor enthSIt. Antagonisten des TNF, d. h. TNF- 
ahnliche Polypeptide, die an den Rezeptor binden, aber kein Signal auslosen. Oder gentechnisch hergestell- 
tes Interleukin 10 Oder seine Mutanten, die an den IL-10 Rezeptor binden und dort ein Signal ausldsen. Als 
10 Komplement-Inhibitoren Oder Kallikrein-Inhibitoren sind beispielsweise geeignet aus Humanplasma gereinig- 
ter Oder gentechnisch hergestellter Cl -Esterase-Inhibitor (C1INH) sowie seine Mutanten mit Enzym- 
inhibierender Aktivitat, synthetische Komplement-Inhibitoren, das heiBt chemisch hergestellte Substanzen, 
die durch ihre komplement-Inhibierende Wirkung charakterisiert sind, natUrliches Oder gentechnisch herge- 
stelltes Aprotinin Oder seine kallikrein-inhibierenden Mutanten Oder synthetische Kallikrein-Inhibitoren, das 
75 heiBt chemisch hergestellte Substanzen, die durch ihre kallikrein-inhibierende Wirkung charakterisiert sind. 

Besonders bevorzugt sind Kombinationen von Antithrombin HI (beispielsweise Kybernin”, Behringwerke 
AG) Oder rec. Hirudin (Behringwerke AG) mit Cl Esterase Inhibitor (beispielsweise Berinert”, Behringwerke 
AG). 



Dosierungen: 


AT III 


5-1000 U/kg 




rec. Hirudin 


0.1 - 20 mg/kg 




C1INH 


5-1000 U/kg 



25 Die folgenden Beispiele erlautem die Erfindung naher: 

Beispiel 1 

Weibliche CD-Ratten wurden mit einer lethalen Dosis Endotoxin (50 mg/kg, i. v.) behandelt. Es wurden 
30 drei Gruppen gebildet. die fUr 5 Stunden, beginnend bei 15 Minuten vor der Gabe von LPS, intravenos 
infundiert wurden (1 ml/h). Gruppe 1 erhielt physiologische KochsalzIQsung, Gruppe 2 erhlelt 0.17 mg/kg x 
h rekombinantes Hirudin. Gruppe 3 erhielt die Kombinationstherapie von 0.17 mg/kg x h rekombinantes 
Hirudin und 100 Units/kg x h Cl Esterase Inhibitor. Tabelle 1 zeigt, daB rec. Hirudin eine deutliche 
Verlangerung der Oberlebensrate im Vergleich zur Kontrolle bewirkt, die Kombinationstherapie mit C1- 
35 Esterase-Inhibitor war Oberraschenderweise der Therapie mit dem Ahtithrombotikum alleine deuttich Oberle- 
gen. 
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Tabelle 1 



Mortalitat (% Tote) 

6 h 10 h 



1. Kontrolle (n = 8) 50 88 

2. rec. Hirudin, 0 66 

IS 0.17 mg/kg x h (n = 9) 



3. rec. Hirudin, 0 20 

0.17 mg/kg x h 

20 

+ Cl Inhibitor, 

100 U/kg X h (n = 10) 



25 

Signif ikanzen: 



1 -> 2 p < 0.01 1 -> 3 p < 0.01 

1 ~> 3 p < 0.01 2 -> 3 p < 0.05 



30 



Beispiel 2 

Im gleichen Tiemnodell wie in Beispiel 1 warden zwei Gruppen gebildet: die erste Gruppe erhielt eine 
35 Infusion von 37:5 U/Kg x h des aus humanem Plasma gewonnenen Thrombininhibitors Antithrombin III, die 
zweite Gruppe erhielt zusatziich noch 125 U/kg x h Cl Esterase Inhibitor. Tabelle 2 zeigt, daB die 
Kombinationstheraple mit Antithrombin 111 und ClINH der Monotherapie mit dem Antithrombotikum alleine 
uberlegen war. 
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Tabelle 2 


Mortal itat nach 8 h 
(Tote/Gesamt) 


1. 


AT III 


19/30 




37.5 U/kg X h 




2. 


AT III, 37.5 U/kg X h 


11/30 




+ ClINH, 125 U/kg X h 





Signifikanz: 

25 



1 ~> 2 p < 0.05 



Es laBt sich mithin zeigen, daB die antithrombotische Therapie mit Antithrombin III und Hirudin sich mit 

anderen Prinzipien zur Prophylaxe und Therapie der Sepsis und des septischen Schocks kombinieren laBt 

30 

PatentansprUche 

1, Ein gewerblich hergestelltes Zweikomponenten-System fOr die Behandlung und Prophylaxe der Sepsis 
und des septischen Schocks, wobei die Komponenten bestimmt sind, In Kombination miteinander zu 

35 wirken, und wobei eine Komponente ein Thrombininhibitor und die zweite eine Substanz, welche die 
Bildung, die Freisetzung, die Plasma- und Gewebsspiegel sowie die Rezeptorbindung von Zytokinen 
beeinfluBt oder ein Inhibitor des Komplements Oder des Kallikrein/Kinin-Sy stems ist. 

2. Zweikomponenten-System nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB die Komponenten in einem 

40 Arzneimittel enthalten sind. 

3- Zweikomponenten-System nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, daB die Komponenten In einer 
Verpackungseinhelt enthalten sind. 

45 4 , Zweikomponenten-Systerh nach Anspruch 1, wobei der Thrombininhibitor ein aus Humanplasma 

gewonnenes Oder gentechnisch hergestelltes Antithrombin 111 ist. 

5. Zweikomponenten-System nach Anspruch 1, wobei der Thrombininhibitor das natOrliche aus Blutegein 
isolierte Oder ein gentechnisch hergestelltes Hirudin Oder eine Mutante des Hirudins Oder eine 

50 synthetische thrombin-inhibierende Substanz ist. 

6. Zweikomponenten-System nach Anspruch 1, wobei die zweite Komponente ein gentechnisch herge- 
stellter loslicher Interleukin-1 Rezeptor Oder Rezeptor-Antagonist Oder sein Fc-Fusionsprotein, ein 
gentechnisch hergestellter loslicher TNF-Rezeptor Oder Rezeptor-Antagonist Oder sein Fc-Fusionspro- 

55 tein Oder das gentechnisch hergestellte Interleukin 10, ein Inhibitor des Komplements Oder C1- 
Esterase-lnhibitor ist. 
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7. Zweikomponenten-System nach Anspruch 1. wobei die rweite Komponente ein Inhibitor des Kalli- 
krein/Kinin-Sy stems ist. 

8. Zweikomponenten-System nach Anspruch 5. wobei die zweite Komponente naturliches. aus Saugetier- 

5 gewebe isoliertes Oder gentechnisch hergestelltes Antagosan ist. 

9. Verfahren zur Herstellung eines Zweikomponenten-Systems filr die Behandlung und Prophylaxe -der 
Sepsis und des septischen Schocks, wobei die Komponenten bestimmt sind, in Kombination miteinan- 
der zu wirken. und wobei die eine Komponente ein Thrombininhibitor und die zweite ein Zytokln- 

10 Antagonisten, Bradykinin- oder Komplement-Inhibitor Ist. dadurch gekennzeichnet, daB die Komponen- 
ten in eine fur die Anwendung am Menschen geeignete Darreichungsform gebracht warden. 

10. Verwendung eines Thrombininhibitors und eines Zytokin-Antagonisten oder Brady kinin- Oder Komple- 
ment- Inhibitors in einem Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels zur Behandlung und Prophylaxe 

15 der Sepsis und des septischen Schocks. 
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